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LACTOCOQUES MODIFIES EXPRIMANT UNE C AT ALAS E 
ET LEURS UTILISATIONS 
La presente invention est relative a des 
bacteries probiotiques. modifiees exprimant des molecules 
5 anti-oxydantes . 

Des radicaux libres derives de l'oxygene sont 
continuellement produits par le metabolisme cellulaire 
normal, et notamment lors de la reduction de l'oxygene 
moleculaire en H 2 0 par la chaine respiratoire . On designe 
10 sous le terme de : " radicaux libres derives de 
l'oxygene " un ensemble d'especes chimiques regroupant 
notamment 1' anion superoxyde 0 2 ~ ' , les radicaux 
hydroxyle OH , l'oxygene singulet l 0 2 * , les radicaux 
peroxyles ROO , ainsi que l'eau oxygenee, H 2 0 2 . 
15 Ces especes sont extremement reactives et 

capables d'endommager des constituants cellulaires tels 
que i'ADN, les proteines, et les phospholipides 
membranaires [FRIDOVICH, Science, 201, 875-880, (1978) ; 
PRYOR, Photochem. Photobiol., 28, 787-801, (1978) / 
20 CERUTTI, Science, 227, 375-381, (1985) ; BOREK, Br. J. 
Cancer, 55, 74-86, (1987)]. Les radicaux oxygenes sont 
done potentiellement toxiques et mutagenes, et ils 
interviennent notamment dans le developpement des 
reactions inf lammatoires et la carcinogenese . Cependant, 
25 ils participent egalement au bon fonctionnement de la 
cellule : ils sont par exemple impliques dans le controle 
de la proliferation cellulaire [REMACLE et al., Mutation 
Res., 316, 103-122, (1995)], ainsi que dans la resistance 
aux agents infectieux. 
30 Pour controler le niveau des radicaux libres 

oxygenes produits en conditions physiologiques, les 
cellules disposent d 1 enzymes antioxydantes (superoxyde 
dismutase, catalase, glutathion peroxydase, etc...), et 
de molecules piegeuses de radicaux (glutathion, vitamine 

35 E ) [RICE-EVANS et BURDON , New Comprehensive 

Biochemistry, 28, (1994)]. Ces mecanismes naturels de 
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protection sont toutefois insuffisants en cas de stress 
oxydant resultant de la surproduction de radicaux libres 
oxygenes, notamment lors de 1' exposition a des radiations 
ionisantes ou a certaines substances chimiques. 
5 Plusieurs etudes realisees sur des modeles 

animaux, ont ainsi montre des modifications du 
metabolisme antioxydant dans differents organes apres 
exposition a des radiations ionisantes [PELTOLA et al., 
J. Androl., 14, 267-274, (1993) ; KARDMEIER et al., Proc. 
10 Natl. Acad. Sci. USA, 94, 7572-7576, (1997)]. Dans la 
muqueuse intestinale, une etude ancienne met en evidence 
une baisse importante de l'activite antioxydante (BARBER 
et WILBUR, Radiation Res., 10, 167-175, (1959)] ; plus 
recemment, une baisse de vitamine B12 (molecule 
15 antioxydante) a ete decrite [DANNIELSSON et al., Gut, 32, 
1180-1187, (1991)]. Chez 1'homme, le traitement par 
radiotherapie des tumeurs abdominales induit une toxicite 
intestinale qui entraine 1 ' interruption du traitement 
chez 20% des patients [BLAIR et al., J. Surg. Res., 65, 
20 165-168, (1996)]. Au niveau de l'epithelium intestinal, 
cette toxicite se traduit par une reduction du nombre et 
de la taille des villosites et par 1' apparition de zones 
necrosees [FRIBERG, Thesis, University of Lund, Sweden, 
(1980) ; HAUER- JENSEN , Acta Oncol., 29, 401-415, (1990) ; 
25 POTTEN, Nature, 269, 518-529, (1977) ; POTTEN, Int. J. 
Radiat. Biol., 58, 925-973, (1990)]. 

Cet effet direct sur la muqueuse gastro- 
intestinale est en outre aggrave par une translocation de 
la microflore intestinale [DANNIELSSON et al., Gut, 32, 
30 1180-1187, (1991)], resultant de la destruction d'une 
grande partie de celle-ci, composee de bacteries 
anaerobies presentant une tres grande sensibilite aux 
stress oxydants [WELLS, Antonie van Leeuwenhoek, 58, 87- 
93, (1990) ; BENNO et MITSUOKA, J. Vet. Med. Sci., 54, 
35 1039-1041, (1992)], et du developpement de bacteries 
pathogenes se traduisant par 1 'apparition d' infections . 
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Des etudes ont mis en evidence l'efficacite 
des antioxydants contre les effets mutagenes et toxiques 
des radiations ionisantes. Certains derives sulfhydryle 
s'averent tres efficaces in vitro ,• malheureusement leur 
5 forte toxicite in vivo iimite leur utilisation chez 
l'homme (DELANEY et al., Cancer, 74, 2379-2384, (1994) ; 
PRASAD, Handbook of Radiobiology, 2 nd edition, 61-84, 
(1995)]. L'effet protecteur d'autres molecules 
antioxydantes (telle que la vitamine E) a ete observe 
10 apres irradiation ex vivo du tractus digestif [MAISIN et 
LAMB I ET -COLLIER, Int. J. Radiat. Biol., 13, 35-43, 
(1967)] ; FELEMOVICIUS et al., Ann. Surg. 222, 504-508, 

(1995) ]. De plus, une etude recente de BLAIR et al., 

(1996) suggere un effet protecteur in vivo L-2-oxo-4- 
15 thiazolidine, precurseur du glutathion, qui permettrait 

de limiter le syndrome gastro-intestinal en diminuant, 
entre autres, la translocation bacterienne. 

Pour proteger 1' epithelium intestinal et 
reduire la translocation de la microflore intestinale, il 

20 a egalement ete propose d'utiliser des bacteries 
probiotiques . 

Les organismes probiotiques sont definis comme 
des : "organismes vivants qui apres ingestion en 
certaines quantites exercent des effets benefiques pour 

25 la sante allant au-dela des vertus nutritives inherentes 
de base" [F.A.O. , (1992) ] . 

Les bacteries probiotiques sont des bacteries 
non-pathogenes pouvant influer de maniere benefique sur 
la sante de leur note. II s'agit generalement de 

30 bacteries lactiques des genres Lactobacillus, 
Bifidobacterium, Streptococcus et Lactococcus, couramment 
utilises dans 1' Industrie laitiere. Ces bacteries sont 
capable de survivre dans le tractus digestif ou elles 
restent metaboliquement actives sans supplanter la 

35 microflore intestinale (SALMINEN et al., Antonie van 
Leeuwenhoek, 70, 347-358, (1996)]. Leur duree de transit 
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dans le tract'us digestif est variable et va d'une journee 
pour Lactococcus lactis, a neuf jours pour Lactobacillus 
plantarum [WELLS et al., Antonie van Leeuwenhoek, 70, 
317-330, (1996)]. 

5 Au cours des dernieres annees, de nombreuses 

etudes, parfois contradictoires, sur les effets de 
1' ingestion d' aliments fonctionnels (tel que les yaourts) 
ou de bacteries ont ete publiees. Certaines d' entre elles 
decrivent un effet positif de l'ajout de probiotiques 
10 dans 1 ' alimentation vis-a-vis des consequences d'un 
stress oxydant, induit par exemple par une radiotherapie . 
Ainsi, des laits fermentes par des lactobacilles ou des 
lactocoques permettraient : 

a) d'augmenter la survie de souris apres 
15 irradiation ; 

b) de diminuer les diarrhees de patients 
survenant a la suite de traitement par rayonnements 
(SALMINEN et al., Clinic. Radiol., 39, 435-437, (1988) ; 
HENRIKSSON et al . , Supp. Care Cancer, 3, 81-83, (1995)], 

20 et 

c) de favoriser la reimplantation de la 
microflore autochtone [CUZZOLIN et al., J Chemother, 4, 
176-179 (1992)]. 

L' ingestion de bacteries probiotiques 
25 (principalement des lactobacilles) aurait egalement un 
effet contre le developpement des pathogenes ; ainsi, 
elle limiterait les infections par Salmonella typhimurium 
CALM, Prg. Fd. Nutr. Sci., 7, 13-17, (1983)] ; HUDAULT et 
al., Appl. Environ. Microbiol., 63, 513-518, (1997)], 
30 Listeria monocytogenes [SATO, Infect Immun., 44, 445-451, 
(1984)], Escherichia coli [UNDERDAHL, Prog. Fd. Nutr. 
Sci., 7, 5-12, (1983)] et protegerait des souris 
immunodeprimees contre le developpement de candidioses 
(WAGNER et al . , Infect Immun. 65, 4165-4172, (1997)]. La 
35 mobilite intestinale semble egalement etre augmentee par 
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1' ingestion de lait fermente avec des bif idobacteries 
[SEKI et al., Nutr. Food, 4, 379-387, (1978)]. 

Cependant, les bacteries lactiques utilisees 
en tant que probiotiques ne possedent que de tres faibles 
5 capacities de detoxication des radicaux oxygenes. En 
effet, la plupart d'entre elles ne possede pas 1' ensemble 
de 1' equipement enzymatique necessaire a la 
neutralisation de ces radicaux [CODON, FEMS Microbiol. 
Rev., 46, 269-280, (1987)]. 
10 Les Inventeurs ont recherche s'il etait 

possible d'exprimer chez ces bacteries probiotiques des 
enzymes antioxydantes actives, sans pour autant 
interferer avec leur metabolisme naturel. 

Dans ce but, ils ont entrepris le clonage chez 
15 Lactococcus lactis d'un gene codant pour une catalase 
(EC 1.11.1.6). Lactococcus lactis ne possede aucune 
activite catalase naturelle, et ne fournit done pas a 
priori 1' environnement necessaire a 1' expression de cette 
activite ; notamment, ne fabrique pas l'hdme constituant 
20 le groupe prosthetique des catalases. Les Inventeurs sont 
toutefois parvenus a exprimer la catalase heterologue 
sous forme active, en ajoutant de 1'heme au milieu de 
culture de L. lactis ; ils ont en effet constate que 
l'heme etait importee dans la bacterie et normalement 
25 integree dans la catalase synthetisee, et que 
1' expression de cette catalase active ne nuisait pas a la 
croissance et a la survie de L. lactis. 

En outre, les Inventeurs ont constate que 
1' expression de la catalase heterologue protegeait contre 
30 un stress oxydant non seulement les bacteries-hote, mais 
egalement les autres bacteries presentes dans la meme 
culture . 

De plus, ils ont egalement constate que les 
lactocoques transformes exprimant la catalase heterologue 
35 protegeaient in vitro des cellules d'epithelium 
intestinal en culture contre les effets d'un stress 
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oxydant induit notamment par un rayonnement ionisant, et 
possedaient egalement in vivo des effets protecteurs sur 
des souris" irradiees, en presence ou en absence de 
bacteries pathogenes. 
5 La presente invention a pour objet une souche 

de lactocoque, en particulier une souche de Lactococcus 
lactis, transformee par un gene codant pour une cataiase 
heterologue . 

Selon un mode de realisation prefere de la 
10 presente invention, ledit gene code pour une cataiase 

procaryote. Selon une disposition preferee de ce mode de 

realisation, ledit gene est le gene kata de 3. subtilis. 

La presente invention a egalement pour objet 

un procede de production d'une cataiase par une souche de 
15 lactocoque conforme a l f invention, caracterise en ce 

qu'il comprend la mise en culture de ladice souche en 

presence d'heme. 

La presente invention a aussi pour objet 

1' utilisation d' une souche de lactocoque conforme a 
20 1* invention pour 1'obtention d'un medicament destine a 

proteger des cellules contre un stress oxydant. 

Lesdites cellules sont notamment des cellules 

de la paroi intestinale, en particulier de 1' epithelium 

intestinal. II peut egalement s'agir des bacteries de la 
25 flore intestinale ; 1' administration d'une souche de 

lactocoque conforme a 1* invention permet de proteger, en 

cas de stress oxydant, les especes bacteriennes sensibles 

au stress, et ainsi de maintenir l'equilibre de la flore 

intestinale . 

30 Selon un mode de mise en ceuvre prefere de la 

presente invention, ledit medicament permet de proteger 
lesdites cellules contre un. stress oxydant induit par un 
rayonnement, et est done particulierement approprie pour 
le traitement des affections gastrointestinales 

35 consecutives a une radiotherapie . II peut toutefois 
egalement etre utilise dans toute autre pathologie 
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gastro-intestinale dans laquelle intervient une 
production excessive de radicaux libres oxygenes, et 
notamment toutes les pathologies inf lammatoires . La 
presente invention permet d'acheminer de fagon simple, et 
5 a faible cout, les molecules d'interet therapeutique 
directement au voisinage des cellules sensibles ou 
exposees aux stress oxydants sans affecter l'organisme 
dans sa totalite. 

La presente invention a en outre pour objet un 

10 procede pour proteger in vitro des cellules centre un 
stress oxydant, caracterise en ce qu'il comprend la mise 
en presence des cellules a proteger et d'au moins une 
souche de lactocoque conforme a l f invention, dans les 
conditions definies ci-dessus, de production de catalase 

15 par iadite souche. 

Selon un mode de mise en ceuvre prefere de ce 
procede, lesdites cellules sont des bacteries 
probiotiques, notamment des bacteries lactiques. Le 
procede conforme a l f invention peut ainsi etre mis en 

20 ceuvre pour la preparation d' un aliment fermente associant 
au moins une souche de lactocoque conforme a 1' invention 
a d'autres bacteries probiotiques . 

La presente invention englobe egalement tout 
aliment fermente comprenant au moins une souche de 

25 lactocoque conforme a 1' invention, eventuellement 
associee a d'autres bacteries probiotiques. 

Des aliments fermentes conformes a 1 ! invention 
agissent a deux niveaux : d'une part, de par la presence 
des lactocoques conformes a 1' invention, ils ont un effet 

30 direct de detoxication des radicaux libres ce qui permet 
de proteger 1' epithelium intestinal et la microflore ; 
d' autre part, de par 1' action probiotique des lactocoques 
conformes a 1' invention, ainsi que des autres bacteries 
qui y sont eventuellement associees, ces aliments 

35 agissent en tant que protecteur de 1' epithelium 
intestinal et de barriere contre les pathogenes. 
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La presente invention sera mieux comprise a 
1'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a ' des exemples non-limitatifs decrivant 
1'obtention et 1' utilisation d' une souche bacterienne 
5 conforme a 1' invention. 

EXEMPLE 1 : OBTENTION D' UNE SOUCHE DE L. IACTIS EXPRIMANT 
LE GENE katB DE B. SUBTILIS 

Le gene katB de Bacillus subtilis code une 
catalase (Numero d'acces SWISS-PROT : P42234) dont la 

10 synthese est induite chez Bacillus subtilis lors d' un 
stress thermique ou salin, de 1' addition d'ethanol ou de 
la privation en glucose. Le gene katB a ete amplifie par 
PCR a partir du chromosome de la souche 168 de B. 
subtilis [ANAGNOSTOPOULOS et SPITZIZEN, J. Bacterid., 

15 81, 741-746, (1961)] en utilisant des amorces permettant 
d'obtenir la sequence codante du gene avec le site de 
fixation des ribosomes et son terminateur, et modifiees 
pour contenir des sites de restriction : 

amorce sens : 5' -AATGTGCTCTAGAATGTTTCGTTTTAAA-3' , 

20 contenant un site Xbal ; 

amorce anti-sens : 5' -TTTTCCTCGAGTTCGTAAGCTTCAGTGAGC-3' , 
contenant un site Xhol. 

L' amplification [5 mn 96°C, (15 s. a 96°C, 
15 s. a 50°C, 2min 50 s. a 72°C) 30fois] a ete faite avec 
25 5 unites de Vent Polymerase [NEW ENGLAND BIOLABS] en 
presence de 4 mM de MgSO„. Un fragment de la taille 
attendue (2180 pb) a ete obtenu. 

Ce fragment a ensuite ete clone, sous controle 
du promoteur du gene de la p-galactosidase aux sites 
30 Xbal-Xhol de pBSKS+ (STRATAGENE) dans la souche E. coli 
TGI. 

Le plasmide obtenu, denomme pBSKSkatB a 
ensuite ete transfere dans la souche MG1655 katE katG de 
E. coli [ DUKAN et TOUATI, J. Bacterid., 178, 6145-6150, 
35 (1996)] depourvue d'activite catalase. 
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Apres avoir verifie la presence du plasmide 
pBSKSkatB dans les bacteries transformers, l'activite 
catalase a ete recherchee selon le protocole decrit par 
AERI, [Methods in Enzymology, 105, 121-127, (1984)]. 
5 Aucune activite catalase n'a ete observee dans 

ces conditions. 

Le promoteur p23 [VAN DER VOSSEN et al., Appl. 
Environ. Microbiol., 53, 2452-2457, (1987)] de L. lactis 
a ensuite ete clone dans les sites Notl-Xbal du plasmide 

10 pBSKSkatB. Le plasmide obtenu, denomme pBSKSp23!<atB, 
comprenant le gene katB sous controledu promoteur p23, a 
ete introduit dans la souche MG1655 katE katG de E. coli. 
On observe dans la souche transformee une activite 
catalase, determinee selon le protocole indique ci- 

15 dessus. 

Le fragment Notl-Xhol contenant le promoteur 
p23 et le gene katB a ensuite ete transfere sur le 
plasmide pILNewl3 [RENAULT et al., Gene, 183, 175-182, 
(1996)]. Le plasmide resultant est denomme pILN13p23Kat3 . 

20 Plusieurs essais effectues sur differentes souches de 
L. lactis n'ayant pas permis d' introduire directement ce 
plasmide chez cette bacterie, le plasmide pILN13p23KatB a 
ete introduit dans la souche 168 de B. subtilis, et un 
derive a bas nombre de copies de ce plasmide a ete 

25 fabrique par' deletion d'un fragment KpnI. Le plasmide 
resultant, denomme pILN5p23KatB a ensuite ete introduit 
dans la souche MG1363 de L. lactis (GASSON, J. 
Bacterid., 154, 1-9, (1983)]. 

Apres avoir verifie la presence du plasmide 

30 pILN5p23KatB dans les bacteries transformees, l'activite 
catalase a ete recherchee selon le protocole indique ci- 
dessus. Aucune activite catalase n'a ete observee. 

De l'heme (sous forme d'hemine) a ete ajoutee 
au milieu de culture a une concentration de 0,5 mg par 

35 litre de milieu. 
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Dans ces conditions de culture, aucune 
activite catalase n'a ete observee lors de la phase de 
croissance exponentielle . En revanche, une forte activite 
catalase apparait au cours de la phase stationnaire. 
5 Le fragment Notl-Xhol contenant le promoteur 

p23 et le gene katB a egalement ete clone sur les 
plasmides pG*host4, pG + host9, pGK12 [KOK et ai., Appl. 
Environ. Microbiol. 48, 726-731, (1984)] (plasmides a 
haut nombre de copies se repliquant par un mecanisme dit 

10 de cercle roulant dans E. coli et de nombreuses bacteries 
a Gram-positif , notamment B. subtilis et L. lactis) et 
introduit dans plusieurs souches de E. coli et de 
L. lactis ou une activite catalase a pu etre observee 
dans les conditions precedemmenc decrites. 

15 Un cointegrat pBSKS+ (plasmide replicatif de 

E. coli) et pVS41 [VON WRIGHT et SAARELA, Plasmid, 31, 
106-110, (1994)] (plasmide a haut nombre de copies se 
repliquant par un mecanisme dit de cercle roulant dans 
E. coli et L. lactis) contenant le promoteur p23 et le 
20 gene katB a egalement ete introduit dans plusieurs 
souches de E. coli et L. lactis ou une activite catalase 
a pu etre observee dans les conditions precedemment 
decrites. 

EXEMPLE 2 : EFFETS ANTI-OXYDANTS IN VITRO D' UNE SOUCHE DE 
25 L. LACTIS EXPRIMA1TT LE GENE JtatB DE B. SUBTILIS 

1) Effet sur la survie de souches bacteriennes apres un 
stress oxydant 

L' effet protecteur de la catalase exprimee par 

le gene katB introduit dans Lactococcus lactis a ete 

30 teste sur la bacterie hate, ainsi que sur d'autres 

bacteries {Lactococcus lactis, Escherichia coli 

Lactobacillus fermentum) soumises a un stress oxydant. 
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Materiels et methodes : 

Cultures bacteriennes 

Les cultures ont ete effectuees dans les 
conditions suivantes : 

- souche de Lactococcus lactis productrice de 

catalase : 

Les bacteries sont ensemencees a partir d'une 
culture stock congelee, dans 5 ml de milieu M17 
supplements avec 1% de glucose (M17glu) puis incubees a 
30°C pendant 18 heures. La culture est ensuite diluee au 
1/1000 en milieu M17glu, supplement** avec de 1'hemine a 
la concentration de 50 mg/ml, puis incubee a 30 °C pendant 
24 heures. Prealablement au test, les bacteries sont 
centrifugees et resuspendues en M17, a la concentration 
15 de 10 3 cellules/ml. 

- souches non productrices de catalase : 
*Lactococcus lactis : 

Les bacteries sont ensemencees a partir d'une 
culture stock congelee,. dans 5 ml de milieu M17glu puis 
incubees a 30°C pendant 18 heures. La culture est ensuite 
"diluee au 1/1000 en milieu M17glu, puis incubee a 30°C 
jusqu'au moment du test. 

^Escherichia coli : 

Les bacteries sont ensemencees a partir d'une 
culture stock congelee, dans 5 ml de milieu LB puis 
incubees a 30°C pendant -18 heures. La culture est ensuite 
diluee au 1/1000 en milieu LB, puis incubee a 37°C avec 
agitation jusqu'au moment du test. 

^Lactobacillus fermentum : 

Les bacteries sont ensemencees a partir d'une 
culture stock congelee, dans 5 ml de milieu MRS puis 
incubees a 37°C pendant 18 heures dans une jarre 
d' anaerobiose. La culture est ensuite diluee au 1/1000 en 
milieu MRS, puis incubee a 37°C jusqu'au moment du test. 



20 



25 



30 



WO 00/60094 PCT/FR00/00885 

12 

Induction du stress 

Lorsque la culture a atteint une D0 6 oo de 0,1, 
un stress oxydant est induit par addition de 10 mM de H 2 0 2 
au milieu de culture, et incubation pendant 30 minutes a 
5 30°C pour et 37°C pour Escherichia coli et Lactobacillus 
fermentum. Le pourcentage de bacteries survivantes est 
estime par etalement sur boite de dilutions successives 
des prelevements effectues dans les cultures avant et a 
1' issue du traitement, et comptage des colonies. 

10 Des experimentations sont effectuees en 

presence de Lactococcus lactis transforme producteur de 
catalase, ou de Lactococcus lactis non transforme ; dans 
les 2 cas 1'ajout des lactocoques est effectue, a raison 
de 10 7 ou 10 8 cellules/ml, juste avant 1' addition du 

15 peroxyde d'hydrogene. 

Resultats 

Les resultats obtenus sont illustres par la 

figure 1 : 

A - Survie des cellules de lactocoques 
20 sauvages (CAT-) ou productrices de catalase (CAT+) ; 

B - Survie de lactocoques sauvages (CAT-) 
incubes avec 10 7 ou 10 8 lactocoques producteurs de 
catalase (CAT+) ; 

C - Survie des cellules d' Escherichia coli 
25 (E. coli) incubes avec 10 7 ou 10 3 lactocoques producteurs 
de catalase (CAT+) . 

D - Survie des cellules de Lactobacillus 
fermentum (L. fermentum) incubes avec 10 7 ou 10 8 
lactocoques producteurs de catalase ( CAT + ) . 
30 Ces resultats montrent que : 

1) La survie de la souche de Lactococcus 
lactis productrice de catalase est augmentee d' environ 
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1000 fois (survie de la souche sans catalase =10~ 4 , avec 
catalase =5 x 10" 1 ) . 

■2) La souche product rice de catalase permet de 
proteger une souche de L. lactis non productrice de 
5 catalase : la survie de 10 8 lactocoques catalase moins est 
de 10~ 4 ; elle augmente de 50 fois en presence de 10 7 
lactocoques catalase plus, et elle est de 100% en 
presence de 10 8 lactocoques catalase plus. 

3) La souche productrice de catalase permet de 
proteger une souche d' Escherichia coli non productrice de 
catalase : la survie de 10 8 E . coli est de 10~ 3 ; elle 
augmente de 50 fois en presence de 10 7 lactocoques 
catalase plus, et elle est de 100% en presence de 10 3 
lactocoques catalase plus. Par contre la survie n'est pas 

15 amelioree en presence de lactocoques catalase moins 
(resultats non representes) . 

4) La souche productrice de catalase permet de 
proteger une souche de Lactobacillus fermentum non 
productrice de catalase : la survie de 10 8 L. fermentum 

20 est de 5 x 10" 6 ; elle augmente de 200 fois en presence de 
10 7 lactocoques catalase plus, et elle est de 3 x 10~ 2 en 
presence de 10 8 lactocoques catalase plus. Par contre la 
survie n'est pas amelioree en presence de lactocoques 
catalase moins (resultats non representes) . 

25 Conclusions : 

L' introduction du gene catalase augmente la 
resistance de L. lactis a un stress oxydant. 

La presence de L. lactis produisant la 
catalase augmente la resistance a un stress oxydant de 
30 souches bacteriennes n'exprimant pas de catalase. 
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2) Effet sur la survie de cellules coliques humaines 
apres un stress oxydant. 

* L' effet protecteur de la catalase exprimee par 
le gene katB introduit dans Lactococcus lactis a ete 
5 teste sur des cellules coliques humaines en culture 
exposees a un stress induit par un produit oxydant (H 2 0 2 ) . 

Materiels et methodes : 

Cellules humaines : cellules de la lignee 
epitheliale colique humaine HT29 
10 Protocols experimental : les cellules sont 

ensemencees en plaque 96 puits (2000 cellules par puits) . 
Au moins 8 puits differents sont realises pour chaque 
condition experimental . Apres 3 jours de culture, le 
milieu de culture est elimine et remplace par du milieu 
15 de culture de cellules eucaryotes contenant les bacteries 
a tester (5 x 10 8 par ml de culture), prealablement 
cultivees comme indique en 1) ci-dessus. 

Apres 1 heure de contact cellules-bacteries, 
on ajoute du peroxyde d'hydrogene a differentes 
20 concentrations (0, 100, 200 et 400 \iM) . Apres 2 heures 
d' incubation, le milieu contenant les bacteries est 
elimine et remplace par du milieu de culture normal- La 
mesure de la proliferation cellulaire est effectuee 24 
heures apres, par deux techniques couramment utilisees 
25 pour les tests de toxicite : 1) test au rouge neutre, 2) 
test au MTT (sel de tetrazolium) . 1/ analyse statistique 
des resultats est realisee par un test t. 

Resultats : 

Les resultats obtenus sont illustres par la 
30 figure 2 qui montre 1' effet de L. lactis non modifie 
(CAT-) ou produisant la catalase (CAT+) sur la survie de 
cellules HT29 apres incubation avec 0, 100, 200 ou 400 pM 
d'H 2 0 2 . Les differences statistiquement signif icat ives par 
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rapport aux cellules incubees sans bacteries (temoin) 
sont indiquees : 

* = p<0,05 ; ** = p<0,0l'et *** = p<0,001. 
A : test au rouge neutre ; 
5 B : test au MTT . 

Ces resultats montrent que : 

1) La presence de bacteries ne modifie pas la 
proliferation des cellules HT29, en 1' absence de peroxyde 
d' hydrogene, 

10 2) que les differentes concentrations en H 2 0 2 

testees ont un effet toxique sur les cellules HT29, 

3) que les bacteries modifiees pour 
surproduire la catalase protegent ef f icacement les 
cellules HT29 contre les differentes concentrations d'H 2 0 2 

15 utilisees, 

4) qu'a la concentration de 200 jjM, les 
bacteries non modifiees ont egalement un effet 
protecteur . 

Conclusion : 

20 La presence de L. lactis n'altere pas la 

croissance des cellules HT29, 

La presence de L . lactis non modifies peut 
apporter une certaine protection contre un stress oxydant 
mais la protection est beaucoup plus efficace en presence 

25 de L. lactis produisant la catalase. 

3) Effet sur la survie de cellules coliques humaines 
apres un stress oxydant induit par irradiation 

L' effet protecteur de la catalase exprimee par 
le gene katB introduit dans Lactococcus lactis a ete 
30 teste sur des cellules coliques humaines en culture 
exposees a un stress induit par des radiations 
ionisantes . 
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Materiels et methodes 

Les cellules HT29 sont ensemencees a 2000 
cellules par puits en plaque 96 puits. Au moins 8 puits 
differents sont realises pour chaque condition 
5 experimental. Apres 3 jours de culture, les plaques sont 
irradiees a 2 Gy a 1'aide d'une source de cobalt 60. Les 
bacteries a deux concentrations differentes (10 7 et 10 8 / 
0,2 ml) sont ajoutees soit 1 heure avant 1' irradiation, 
soit 24 ou 48 heures apres et laissees en contact des 

10 cellules pendant 3 heures. L'effet de 1' irradiation sur 
la croissance cellulaire est estime apres 5 jours de 
culture par la technique du MTT. 

Les resultats obtenus sont illustres par la 
figure 3 qui montre l'effet de L. lactis non modifie ou 

15 L. lactis produisant la catalase (L. lactis CAT) sur la 
proliferation de cellules HT29 apres une irradiation de 
2 Gy. Les bacteries ont ete rajoutees soit 1 heure avant 
1' irradiation (□ ) ; soit 24 heures apres ( ) ; soit 
48 heures apres (|). Les valeurs (n=8) sont exprimees en 

20 % de survie par rapport au temoin correspondant non 
irradie. Les differences statistiquement signif icatives 
(test t) par rapport aux cellules incubees sans bacteries 
sont indiquees : 

* = P<0,05 ; = p<0,01 et *** - p.^COOl 

25 Ces resultats confirment que la presence des 

lactocoques, modifies ou non, n'altere pas la croissance 
des cellules HT29. On n' observe pas d'effet protecteur 
des bacteries lorsque celles ci sont rajoutees au moment 
de 1' irradiation ; par contre un effet protecteur est 

30 obtenu lorsqu'elles sont rajoutees 24 heures ou 48 heures 
apres 1' irradiation . L'effet protecteur le plus marque 
est obtenu en presence de 10 8 L. lactis produisant la 
catalase . 
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Conclusion : 

La presence de L. lactis protege les cellules 
HT29 contre les effets des radiations ionisantes. Cet 
effet protecteur est renforce avec L. lactis produisant 
5 la catalase. 

EXEMPLE 3 : EFFETS ANTI -OXIDANTS IN VIVO D'UNE SOUCHE DE 
L. LACTIS EXPRIMANT LE GENE katB DE B. SUBTILIS 

L' effet de 1' ingestion de I. lactis exprimant 
la catalase sur la toxicite intestinale radioinduite a 
10 ete teste comme suit : 

1) Irradiation abdominale en 1 fois 

Materiels et methodes : 

Animaux: souris males C 3 H/He agees de 9 
semaines au moment de 1' irradiation 

15 Alimentation: la veille de i' irradiation, les 

animaux sont nourris de croquettes standard broyees 
auxquelles sont ajoutees les cultures de bacteries ou le 
milieu de culture pour les temoins (1 ml /g de 
croquettes) . Les aliments sont renouveles chaque jour 

20 pendant toute la duree de 1' experience . les animaux sont 
divises en 6 groupes de 5 individus: 5 irradies ingerant 
du milieu de culture sans bacterie et 5 temoins non 
irradies nourris de la meme fagon; 5 irradies ingerant 
L. lactis non modifie et 5 temoins non irradies nourris 

25 de la meme fa?on, 5 irradies ingerant L. lactis 
produisant la catalase et 5 temoins non irradies nourris 
de la meme fagron. 

Irradiation: apres anesthesie, les animaux 
sont exposes a une irradiation abdominale de 10 Gy & 

30 1'aide d'une source de cobalt 60. 

Suivi ponderal: les animaux sont peses chaque 
jour a la meme heure pendant toute la duree de 
1' experience. 
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Resultats : 

Les resultats obtenus sont illustres par la 
figure 4, qui montre l'effet de L. lactis non modifie 
(— •— )et de L. lactis produisant la catalase (--0--), 
5 par rapport au milieu de culture sans bacterie 
(— ■— ) sur la perte ponderale des souris C3H/He apres une 
irradiation abdominale de 10 Gy. Les differences 
statistiquement signif icatives (test t) par rapport au 
temoin (milieu sans bacterie) sont indiquees : 
10 * = p<0,05 et ** = p<0,01. 

Ces resultats montrent qu'une alimentation 
supplementee en L. lactis diminue de fagon significative 
la perte ponderale entrainee par 1' irradiation . Pour les 
animaux ingerant I. lactis produisant la catalase, la 
15 perte de poids est interrompue plus tot et la reprise 
semble s'amorcer plus rapidement que pour ceux ingerant 
L. lactis non modifie, 

2) Irradiation fractionnee 

Materiels et methodes: 

20 Le protocole d' alimentation est le meme que 

celui suivi pour 1' irradiation abdominale. 

Les animaux, places dans des tubes plexiglas, 

sont irradies tous les matins pendant 5 jours a une dose 

de 3Gy a l'aide d'une source de Cobalt 60. 
25 Suivi ponderal: les animaux sont peses chaque 

jour a la meme heure pendant toute la duree de 

1' experience . 

Resultats : 

Les resultats obtenus sont illustres par la 
30 figure 5, qui montre l'effet de L. lactis non modifie 
( — • — ) et de L. lactis produisant la catalase ( — O— ) 
par rapport au milieu de culture sans bacterie ( — ■ — ) sur 
la perte ponderale des souris C3H/He apres une 
irradiation totale de 5x3 Gy. La difference entre 
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L. lactis modifie et milieu de culture est significative 
(test t) a p<0,05. 

Ces resultats montrent qu'une alimentation 
supplementee en L. lactis diminue la perte ponderale 
5 apres irradiation. La difference par rapport au temoin 
est statistiquement significative dans le cas de 
L. lactis produisant la catalase (p<0,05, test t) - 
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REVENDICATIONS 

1) Souche de lactocoque, notamment de L. 
lactis, transformee par un gene codant pour une catalase 

5 heterologue . 

2) Souche selon la revendication 1 caracterise 
en ce que ledit gene est un gene procaryote. 

3) Souche selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ledit gene 

10 est le gene katB de B. subtilis. 

4) Procede de production d'une catalase par 
une souche de lactocoque selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il comprend la 
mise en culture de ladite souche en presence d'heme. 

15 5) Utilisation d'une souche de lactocoque 

selon une quelconque des revendications 1 a 3 pour 
l'obtention d'un medicament destine a proteger des 
cellules contre un stress oxydant. 

6) Utilisation selon la revendication 5, 
20 caracterisee en ce que lesdites cellules sont des 

bacteries de la flore intestinale. 

7) Utilisation selon la revendication 5, 
caracterisee en ce que ' lesdites cellules sont des 
cellules de la paroi intestinale. 

25 8) Utilisation selon la revendication 5, 

caracterisee en ce que ledit stress oxydant est induit 
par un rayonnement. 

9) Procede pour proteger in vitro des cellules 
contre un stress oxydant, caracterise en ce qu' il 

30 comprend la mise en presence des cellules a proteger et 
d f au moins une souche de lactocoque selon une quelconque 
des revendications 1 a 3, dans les conditions de 
production de catalase par ladite souche de lactocoque. 

10) Procede selon la revendication 9, 
35 caracterisee en ce que lesdites cellules sont des 

bacteries probiotiques . 
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11) Aliment fermente comprenant au moins une 
souche de lactocoque selon une quelconque des 
revendicatidns 1 a 3, eventuelleraent associee a d'autres 
bacteries probiotiques . 
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